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研究要旨 
 本研究では，粉末活性炭吸着と UF 膜濃縮の組み合わせ条件を改良した濃縮法と PMAxx-
Enhancer-PCR 法及び ICC-PCR 法よるウイルス定量を適用することにより，水道原水 A におけ

る感染力を有する水系感染症ウイルスの存在実態調査を実施した．PCR 法単独によるウイルス

定量では，採水時期による濃度変動が見られたものの，アデノウイルス，エンテロウイルス，

ロタウイルスが 103–5 copies/L 程度，トウガラシ微斑ウイルス（PMMoV）が 106–7 copies/L 程度

存在していることが確認された．水系感染症ウイルスが陽性となった幾つかの試料について，

ICC-PCR 法による定量を実施したところ，エンテロウイルス及びロタウイルスが感染力を有す

る状態でそれぞれ 10 MPN/L 程度，1–3 MPN/L 程度存在する場合があることが明らかとなった．

また，エンテロウイルスの定量においては，PMAxx-Enhancer-PCR 法と ICC-PCR 法の間の陽性

/陰性の結果が一致したことから，エンテロウイルスの感染力評価手法の代替として PMAxx-
Enhancer-PCR 法を活用できる可能性が示唆された． 
 河川の増水時の水質変動において，微生物リスクがどのように影響を受けているかを定量的

に把握することを目的として，濁度に加え，大腸菌の迅速測定による水質変動把握を実現する

ため，β-glucuronidase (GUS)活性を測定する手法の妥当性を検討した．流入下水に対して，培養

法と GUS 活性に非常に高い相関がみられたため，リアルタイムに近い水中の大腸菌測定が可能

であることを確認した．次年度以降，水道原水の水質変動の把握に用いることが可能と考えら

れる． 
 厳格な濁度管理（0.14 NTU 以下）を行っている国内の 4 つの浄水場から 12 カ月間にわたっ

て採取した実水を用いて，遊離塩素によるコクサッキーウイルス B5（CVB5）の不活化効率に

ついて検討した．その結果，CVB5 の塩素消毒はあまり水質に影響されない可能性があること

がわかった．日本の濁度管理は，塩素消毒の効率をコントロールする間接的な役割を担ってい

る可能性が示唆された． 
 浄水処理プロセスにおけるウイルス除去遺伝子マーカーとして有用な PMMoV の検査方法を
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確立することを目的として，原水，ろ過水，浄水試料を用いた検査方法の評価を行った．Promega 
Wizard Enviro Total Nucleic Acid Kit を用いた直接抽出・精製法を原水試料を用いて評価した結

果，当該キットによる PMMoV の検出結果は陰電荷膜法による濃縮を行う方法と概ね一致して

おり（一致率は 93%），PMMoV 濃度の測定値は当該キットの方が有意に高かった（対応のある

t 検定，P<0.01）．また，ろ過水および浄水試料を用いた評価では，当該キットを用いて 103–4 
copies/L のオーダーで含まれる PMMoV を検出できること，陰電荷膜法により得られたウイル

ス濃縮液全量から当該キットを用いてウイルス RNA を抽出・精製することで，102 copies/L の

オーダーで含まれる PMMoV を測定できることが示された． 
 研究分担者と研究協力者が所属する 7 機関で共通のろ過水試料に含まれる PMMoV 濃度を測

定し比較した．PMMoV 濃度がおよそ 105，104，103 copies/L のオーダーで含まれるように調製

した高濃度，中濃度，低濃度試料は，それぞれの機関で概ね同様の測定濃度だった．同一濃度

の試料では，測定濃度の差は最大でもおよそ 1 log であったことから，ろ過水における PMMoV
の管理目標値として「104 copies/L のオーダー以下」と設定することは，検査方法の測定精度の

点からも実情に合うと考えられた． 
 
A. 研究目的 
ウイルス分科会では，水道における病原ウイル

スのリスク管理方法として，浄水処理プロセスに

おけるウイルス除去遺伝子マーカーにトウガラ

シ微斑ウイルス（PMMoV）を用いること，および

塩素消毒による病原ウイルスの不活化を保証す

るパラメータとして CT 値（C: 遊離塩素濃度 × T: 
接触時間）を用いることを検討した．令和４年度

から令和５年度にかけては，PMMoV の管理目標

値を設定するための前提条件となるデータの蓄

積および水道事業体において検査を運用する際

の条件を整備することを目的として，以下に具体

的な目的・概要を示す 5 つの研究タスクを実施し

た． 
1) 水道原水において感染力を有する病原ウイ

ルスの実態調査 
2)河川の増水時の水質変動において微生物リス

クがどのように影響を受けるかの定量的把握 
3) 遊離塩素によるコクサッキーウイルス B5 の

不活性化に及ぼす水質の影響評価 
4) PMMoV 検査方法の評価 
5) PMMoV 検査方法の測定精度の評価 
 
これらのタスクの具体的な目的・概要を以下に

示す． 
 

A1. 水道原水において感染力を有する病原ウイ

ルスの実態調査 
本研究では，水試料中のウイルスを感染力を保

持した状態で濃縮・回収可能な粉末活性炭吸着と

UF 膜濃縮を組み合わせたウイルス濃縮法を適用

すると共に，PMA-PCR 法の改良法である PMAxx-

Enhancer-PCR 法 1)，並びに ICC-PCR 法によるウ

イルス定量を適用することにより，水道原水にお

ける感染力を有する水系感染症ウイルスの存在

実態を明らかにすることを目的とした． 
このタスクでは，改良したウイルス濃縮法を水

道原水として利用されている河川水に適用し，

PCR 法単独に加え，PMAxx-Enhancer-PCR 法及び

ICC-PCR 法によるウイルス定量を実施すること

により，感染力を有する水系感染症ウイルスの存

在実態調査を実施した． 
 

A2. 水系感染リスク管理の向上に向けた水道原

水の微生物濃度変動の評価 
水道水の微生物学的安全性は、水道水質基準に

おいて大腸菌が検出されないことと規定されて

いるが、大腸菌の不在だけでは水中のウイルス、

原虫類に対する安全性は不十分であることが知

られている．また、一般的に我が国では水中ウイ

ルス濃度は原虫類より高く、水系感染リスクは相

対的に大きい． 
定量的微生物リスク評価では、モンテカルロ法

により微生物濃度を確率密度に応じてランダム

に設定して 1 日ごとのリスクを繰り返し計算し、

合計して年間感染確率を算出している．年間感染

確率は、多くの場合、極端に微生物濃度の高い日

によってほとんどを占められていることが分か

っており 2)、水系感染においては異常事態におけ

るリスク管理が重要であると考えられる． 
そこで、本研究では河川の増水時の水質変動に

おいて、微生物リスクがどのように影響を受けて

いるかを定量的に把握することを目的とする． 
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A3. 遊離塩素によるコクサッキーウイルス B5 の

不活性化に及ぼす水質の影響評価 
遊離塩素のウイルス不活化効果は pH によって

異なることが広く知られており，USEPA ガイダン

スマニュアルでは，温度と pH によって消毒剤濃

度×接触時間（CT）の推奨値を提示している 3)．

最近の研究では，pH と温度以外の水源水質（塩化

物濃度，濁度，水質マトリックスなど）もウイル

ス不活性化の効率に影響を与えるとされている 4–

6)．例えば，Wati ら（2019）は，CVB5 不活性化の

効率は，濁度 20 NTU では，濁度 5 NTU 未満に比

べ低くなることを報告している．しかし，このよ

うな効果は，日本の場合は濁度 0.1 度（約 0.14 NTU）

以下，TOC 濃度が低いなど，浄水処理に関連する

条件下でほとんど検証されていない．そこで，こ

のタスクでは，厳格な濁度管理（0.14 NTU 以下）

を行っている国内の 4 つの浄水場から 12 カ月間

にわたって採取した実水を用いて，遊離塩素によ

るコクサッキーウイルス B5（CVB5）の不活化効

率について検討した． 
 

A4. PMMoV 検査方法の評価 
令和３年度に実施された厚生労働科学研究費

補助金「化学物質等の検出状況を踏まえた水道水

質管理のための総合研究」微生物（ウイルス）分

科会の研究では，市販の核酸抽出・精製キットを

用いて，水道水試料に 103 copies/L のオーダーで

含まれる PMMoV を簡便に検査できることが示さ

れた 7)．また，水道事業体が調査研究を目的とし

てろ過水や浄水試料中の PMMoV を測定するには，

さらに低い濃度域も測定できる方法も望まれた．

このタスクでは，当該キットを用いて国内 21 箇

所の浄水場の原水試料中の PMMoV を測定し，当

該キットの有用性を示すこと，および陰電荷膜法

による濃縮と当該キットを組み合わせて，ろ過水

や浄水試料に 102 copies/L のオーダーで含まれる

PMMoV を測定できることを示すことを目的とし

た． 
 

A5. PMMoV 測定精度の評価 
ウイルス分科会では，定量的微生物リスク評価

に基づき，ろ過水における PMMoV の管理目標値

として 104 copies/L のオーダー以下を提案した 8)。

このタスクでは，検査方法の測定精度にも基づい

た管理目標値を設定するために，研究分担者と研

究協力者が所属する 7 機関において共通のろ過水

試料に含まれる PMMoV を測定し，測定値のばら

つきの範囲を明らかにすることを目的とした． 
 

B. 研究方法 
以下にタスクごとの研究方法の概要を示す．よ

り詳細な方法は，研究分担者による研究報告書を

参照されたい． 
 

B1. 水道原水において感染力を有する病原ウイル

スの実態調査 
改良したウイルス濃縮法を水道原水として利

用されている河川水に適用し，PCR 法単独による

水系感染症ウイルスの存在実態調査を実施した．

また，感染力を有する水系感染症ウイルスの存在

実態を明らかにするため，PMAxx-Enhancer-PCR
法及び ICC-PCR 法によるウイルス定量を実施し

た．2023 年 1 月から 12 月に浄水場において採水

した水道原水 A（pH: 6.8–7.3，濁度: 5.7–35.2 NTU，

DOC: 1.4–5.7 mg/L，UV260: 0.05–0.19 cm-1，アルカ

リ度: 30.6–45.2 mg-CaCO3/L）30 L を 10 L ずつ 3
つに分け，活性炭吸着処理を実施した．この後，

活性炭吸着処理水をメンブレンフィルター（膜孔

径: 0.45 μm）にてろ過し，得られた処理水 30 L を

10 L ずつ 3 つに分けた後，UF 膜濃縮を 3 つの UF
膜を用いて約 4 ºC（低水温条件）で実施すること

により，それぞれ 5 mL，すなわち，3 つの膜の合

計 15 mL（10 L × 3 → 5 mL × 3）まで精製・減容

した．この後，0.01 M リン酸バッファー5 mL，あ

るいはヘキサメタリン酸ナトリウム（分散剤；最

終濃度: 0.01% [w/v]），Tween 80（界面活性剤；最

終濃度: 0.5% [v/v]），アンチフォーム A（発砲防止

剤；最終濃度: 0.001% [v/v]）を添加した 0.01 M リ

ン酸バッファー5 mL（試薬添加条件）をそれぞれ

の UF 膜の表面に通水し（合計 15 mL: 5 mL × 3），
合計 30 mL をメンブレンフィルター（膜孔径: 0.45 
μm）にてろ過することにより，水道原水中に存在

するウイルスを回収・濃縮した（濃縮試料）．また，

0.01 M リン酸バッファー10 mL，あるいは前述し

た試薬添加した 0.01 M リン酸バッファー10 mL
（試薬添加条件）を UF 膜の通水方向とは逆の方

向からそれぞれの UF 膜に通水し（合計 30 mL: 10 
mL × 3），メンブレンフィルター（膜孔径: 0.45 μm）

にてろ過することにより，UF 膜に残存したウイ

ルスを回収した（逆洗試料）．濃縮試料及び逆洗試

料のウイルス濃度をリアルタイム定量 PCR 法，

PMAxx-Enhancer-PCR 法，ICC-PCR 法にて定量し，

濃縮試料と逆洗試料の合計のウイルス量を求め

ることにより，水道原水におけるウイルス濃度を
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算出した．なお，ウイルス濃度の算出においては，

濃縮工程におけるウイルスの回収率は 100%と仮

定した． 
 

B2. 水系感染リスク管理の向上に向けた水道原水

の微生物濃度変動の評価 
水質変動については，迅速に測定可能な水質パ

ラメータとして濁度が広く用いられている．本研

究では，濁度に加え，Coliminder (VWM Solutions, 
Vienna)を用いて大腸菌の迅速測定を実施した．本

手法は，β-glucuronidase (GUS)活性を測定するこ

とにより，リアルタイムに近い水中の大腸菌測定

を実現したものである 9, 10)． 
Coliminder の測定精度を調べるため，下水流入

水を用いてリン酸緩衝液による希釈列を作成し，

培養法との比較を行った．培養法としては，

Chromocult Coliform Agar を用い，青紫のコロニー

を大腸菌としてカウントした． 
 

B3. 遊離塩素による CVB5 の不活性化に及ぼす水

質の影響 
(1) ウイルスの増殖・精製 

本研究では，CVB5 Faulkner 株を使用した．

CVB5 は，BGM 細胞によって増殖され，密度勾配

遠心分離によって精製した 11)．精製したウイルス

ストックは，実験を行うまで−20oC で保存した．

感染性 CVB5 は，96 ウェルプレート上の BGM 細

胞を用いた最確数（MPN）法により計測した．サ

ンプルは 1 希釈につき 5 ウェルで 10 倍で連続希

釈した．陽性ウェルの数は顕微鏡でカウントし，

R パッケージ{MPN}で解析した 12)． 
 

(2) 消毒試験に用いた水試料 
A，B，C，D の水源は，それぞれ河川水，伏流

水，河川水，湖水である．サンプリング期間は 2021
年 2 月 24 日から 2022 年 2 月 28 日で，A 処理場

と C 処理場で 20 サンプル，B 処理場で 7 サンプ

ル，D 処理場で 14 サンプル，合計 61 サンプルを

採取した．これらの水サンプルは，消毒直前の工

程水を採取した．水サンプルは輸送後，−20oC で

保存し，解凍したサンプルを消毒実験に使用した．

処理場 A および C から採取した塩素処理済みの

水サンプルについては，実験前に室温で一晩静置

することで脱塩素処理を行った． 
 

(3) 消毒試験 
ウイルス原液（50 µL）を試験水（20 mL）に添

加し，フラスコ内で静かに撹拌した．試験水は，

19.6±1.4 oC，10 mM リン酸緩衝液（1 mL）（和光，

日本）により緩衝されたpH 7.0に維持した．次に，

塩素原液を試験水中に添加し，初期濃度 0.6 mg/L
とした．25 秒ごと（0 秒，25 秒，50 秒，75 秒）

に 0.5mL ずつ採取し，チオ硫酸ナトリウム（5 µL，
5000 mg/L）と混合して残留遊離塩素を中和した．

採取したサンプルは，ウイルス測定に使用した．

すべての実験は二回ずつ実施した．ガラス器具は，

実験前に 50 mg/L の次亜塩素酸ナトリウムで一晩

浸し，Milli-Q 水ですすいで塩素消費を抑制した．

遊離塩素濃度は，DR890 色差計（HACH, USA）の

N,N-diethyl-p-phenylenediamine 比色法を用いて測

定した．不活化速度定数（k）（mg-1 .min-1 .L）は，

Chick-Watson モデル（N /NT0 = e-kCT）に適合させ

て推定した． 
 

B4. PMMoV 検査方法の評価 
(1) 原水試料を用いた核酸抽出・精製キットの評価 

2022 年 10 月および 2023 年 1 月に国内 21 箇所

の浄水場）において原水試料（N=42）を採水した．

これまでの実態調査 7)と同様に，国内の主要な河

川流域をカバーするように北海道から九州・沖縄

地方の浄水場を選定した．試料は，冷蔵状態で国

立保健医療科学院に輸送した． 
試料 1 L に含まれる PMMoV は，プロセスコン

トロールとして MNV を添加した後に，陰電荷膜

法 13)により濃縮した．回収したウイルス濃縮液の

うち 1 mL から，NucliSENS mini MAG (bioMérieux)
を用いてウイルス RNA を抽出・精製した．水試

料からウイルス RNA を直接抽出・精製するキッ

トとしては，Promega Wizard Enviro Total Nucleic 
Acid (WETNA) Kit を検討した．すなわち，40 mL
（阻害が大きい場合には 4 mL）の原水試料に

MNV をおよそ 107 copies 添加・混合し，キットを

用いて 40 μL の RNA 溶液を精製した．MNV およ

び PMMoV の RNA 濃度は，既往のプライマー・

プローブ，RNA UltraSense One-Step Quantitative RT-
PCR System (Thermo Fisher Scientific)，および

LightCycler 480 System II (Roche Diagnostics)を用い

たリアルタイム RT-PCR 法により定量した． 
 

(2) 陰電荷膜法と Promega WETNA Kit を組み合わ

せた測定方法の評価 
国内 21 箇所の浄水場において，2023 年 1 月に

ろ過水と浄水試料（それぞれ N=21）を採水した．

浄水場 D，E，L，T のろ過水試料については，
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Promega WETNA Kit を用いたウイルス RNA の直

接抽出・精製法と陰電荷膜法により得られたウイ

ルス濃縮液全量（10 mL）から当該キットを用いて

RNA を抽出・精製する方法を比較した．ろ過水試

料の体積は，Promega WETNA Kit で直接抽出する

試料は 40 mL，陰電荷膜法で濃縮する試料は 1 L
とした．試料 1 L から得られたウイルス濃縮液全

量から RNA を抽出することで，原理的には水試

料中に102 copies/Lのオーダーで含まれるPMMoV
を測定できる方法となる．さらに，本方法を 8 箇

所の浄水場（A，C，F，J，K，M，P，Q）で採水

されたろ過水と浄水試料（1 L）に適用した．上述

したリアルタイム RT-PCR 法を用いて，MNV お

よび PMMoV 濃度を定量した． 
 

B5. PMMoV 測定精度の評価 
研究分担者と研究協力者が所属する 7 機関にお

いて，PMMoV が含まれる共通のろ過水試料を分

析し，濃度の測定値を比較した．2024 年 1 月に国

内の浄水場において採水されたろ過水試料に，孔

径 0.2 μm のメンブレンフィルターでろ過した流

入下水試料を加えることで PMMoV を添加した．

調製した試料原液（PMMoV 濃度およそ 105 
copies/L のオーダー）を「高濃度試料」とし，ろ過

水試料で 10 倍，100 倍希釈したものをそれぞれ

「中濃度試料」，「低濃度試料」と呼ぶこととした．

試料は国立保健医療科学院において調製し，研究

分担者と研究協力者が所属する 6 機関に冷蔵状態

で送付した． 
以下の試薬・キット等を 7 機関で共通して用い

ることとし，それ以外の消耗品，リアルタイム

PCR 装置（研究分担者による詳細研究報告書を参

照）はそれぞれの機関で保有するものを使用した．

高濃度，中濃度，低濃度試料それぞれ 40 mL から

Promega Wizard Enviro Total Nucleic Acid Kit のプロ

トコールにしたがって核酸を抽出した．核酸抽出

は，3 併行で実施した．リアルタイム PCR で核酸

試料を測定する際は，抽出核酸試料原液と 10 倍

希釈液をそれぞれ 1 ウェルずつ試験することとし，

原液と 10 倍希釈液の測定値を比較することで，

RT-PCR 阻害の有無を評価した． 
【共通で用いた試薬・キット】 
・核酸抽出キット：Wizard Enviro Total Nucleic Acid 

Kit（A2991, Promega） 
・リアルタイム RT-PCR 試薬キット：One Step 

PrimeScript III RT-qPCR Mix（RR600A，タカラバ

イオ株式会社） 

・プライマー，TaqMan プローブ：PMMV-FP1-rev，
PMMV-RP1，PMMV-Probe1 

・検量線用のポジティブコントロール：Strings 
DNA Fragments（直鎖，2 本鎖，塩基長 590 bp，
Thermo Fisher Scientific） 
 

C. 結果及び考察 
以下にタスクごとの研究結果の概要を示す．よ

り詳細な結果は，研究分担者による研究報告書を

参照されたい． 
 

C1. 水道原水において感染力を有する病原ウイル

スの実態調査 
(1) 水道原水 A におけるウイルスの存在実態 

2023 年 1 月及び 2 月に採水した原水について

は低水温条件にて，3 月から 12 月に採水した原水

については試薬を添加した低水温条件にて濃縮

を実施し，濃縮試料及び逆洗試料のウイルス濃度

をリアルタイム定量 PCR 法にて定量することに

より，水道原水におけるウイルス濃度を算出した

（図１）．昨年度報告した 2022 年 4 月から 12 月

のウイルス濃度の傾向と同様に，対象とした水道

原水においては，採水時期による濃度変動が見ら

れたものの，エンテロウイルス及びロタウイルス

が 103–5 copies/L程度の濃度で存在していることが

確認された．また，2023 年 1 月，2 月，4 月，12
月に採水した原水においては，アデノウイルス，

ノロウイルスの両方，あるいはいずれかが陽性と

なり，特に，アデノウイルスについては，103–5 
copies/L 程度の濃度で存在する場合があることが

明らかとなった．これに対し，サポウイルスにつ

いては，いずれの採水日においても定量下限値

（102–3 copies/L）以下であった．一方，PMMoV に

ついては，昨年度報告した傾向と同様に，対象と

した水系感染症ウイルスに比べて 10 倍以上高い

106–7 copies/L 程度の高濃度で存在していることが

確認された． 
 

(2) PMAxx-Enhancer-PCR 法及び ICC-PCR 法によ

る水系感染症ウイルスの定量 
PCR 法単独によるウイルス定量においてエン

テロウイルス及びロタウイルスが陽性となった

2023 年 1 月，2 月，3 月の試料について，PMAxx-
Enhancer-PCR 法による定量を実施した（表１）．1
月，2 月の試料においては，PMAxx-Enhancer-PCR
法にて定量した場合，いずれのウイルスも定量下

限値以下の値となり，PCR 法単独にて得られた濃
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度と比べて大きな差異が確認された．従って，こ

れらの試料中に存在するエンテロウイルス及び

ロタウイルスのほとんどは，PMAxx がウイルス粒

子内部まで透過可能な状態，すなわち，外殻タン

パク質の損傷により感染力を失った状態である

可能性が示唆された．一方，3 月の試料において

は，ロタウイルスについては，定量下限値以下の

値となったのに対し，エンテロウイルスについて

は，PMAxx-Enhancer-PCR 法にて得られた濃度は，

PCR 法単独にて得られた濃度と同程度の値とな

った．従って，3 月の試料中に存在するエンテロ

ウイルスは，外殻タンパク質の損傷が無く，感染

力を有する完全体の状態である可能性が示唆さ

れた． 
同一の試料について，ICC-PCR 法による定量を

実施した（表１）．エンテロウイルスについては，

PMAxx-Enhancer-PCR 法にて得られた濃度が定量

下限値以下の値となった 1 月，2 月の試料におい

ては，ICC-PCR 法にて得られた濃度も定量下限値

以下の値となった．一方，PMAxx-Enhancer-PCR 法

にて得られた濃度が PCR 法単独にて得られた濃

度と同程度の値となった 3 月の試料においては，

ICC-PCR 法にて得られた結果も陽性となり，エン

テロウイルスが感染力を有する状態で 101 MPN/L
程度存在することが明らかとなった．また，

PMAxx-Enhancer-PCR法と ICC-PCR法で定量下限

値は大きく異なるものの，両定量法間の陽性/陰性

の結果が一致したことから，エンテロウイルスの

感染力評価手法の代替として PMAxx-Enhancer-
PCR 法を活用できる可能性が示唆された． 

一方，ロタウイルスについては，いずれの試料

においても，PMAxx-Enhancer-PCR 法にて得られ

た濃度は定量下限値以下の値となったのに対し，

1 月及び 3 月の試料においては，ICC-PCR 法にて

得られた結果は陽性となり，ロタウイルスが感染

力を有する状態で 10-0.1–0.4 MPN/L，すなわち，1–
3 MPN/L 程度存在することが明らかとなった．上

述したように，両定量法間で定量下限値が大きく

異なることから，PMAxx-Enhancer-PCR 法にて得

られた定量下限値以下の値と ICC-PCR 法にて得

られた濃度の大小関係を議論することはできな

いことから，ロタロウイルスの感染力評価手法の

代替としての PMAxx-Enhancer-PCR 法の有効性に

ついては，更なる検討が必要であると考えられた． 
 

C2. 水系感染リスク管理の向上に向けた水道原水

の微生物濃度変動の評価 

結果を図２に示す．下水流入水に存在する大腸

菌について，培養法による計測数と，GUS 活性が

非常に高い相関を示していることが確認できた． 
今後は水道原水となる地表水を対象として，大

腸菌の連続監視を実施するとともに，同時に採水

して培養法に依る大腸菌測定，ウイルス濃度の測

定などを実施し，リスク評価につながる知見を得

る予定である． 
 

C3. 遊離塩素による CVB5 の不活性化に及ぼす水

質の影響評価 
塩素消毒の不活化速度定数は，A 処理場（KA = 

8.2±3.0），B 処理場（KB = 9.4±2.2），C 処理場（KC 
= 6.7±2.5），D 処理場（KD = 7.5±3.5）であり，サン

プル間で有意差はなかった．この結果は，試験し

た飲料水サンプル間で塩素化の効率が比較的類

似していることを示している．本研究における 4-
log 不活性化の CT 値は 1.06～1.28 mg.min/L であ

り，1.02 mg.min/L14)および 1.15-1.19 mg.min/L1)と

報告した以前の研究と一致した．これらの先行研

究は，今回の研究と同様の条件（CVB5 Faulkner株，

pH＝7，水温＝20oC）で行われたが，実際の飲料水

の代わりに PB バッファーが使用された．したが

って，CVB5 に対する塩素消毒の効率は，試験し

た飲料水と PB バッファーと同様であったと考え

られる．このことは，今回の試験で使用した飲料

水の水質が塩素消毒の効率を阻害していないこ

とを示唆しているのかもしれない． 
これまで，水質特性（全有機炭素[TOC]，アルカリ

性，硬度，イオン強度，濁度など）が塩素消毒の

効率に影響を及ぼす可能性があると理論的に考

えられてきた．しかし，今回の研究の結果，飲料

水のこれらのパラメータは，特に濁度レベルが制

御された日本の飲料水（<0.1 度）では，遊離塩素

による消毒の効率に影響を与える重要な要因で

はない可能性があることが示された．実際，いく

つかの先行研究では，AdV2，CVB5，E1，MNV の

ウイルス不活化率は，イオン強度レベルの高い飲

料水において高いことが報告されている 15)．さら

に，カルシウム硬度として CaCO3 (0-150 mg/L) は，

遊離塩素による AdV の不活性化に影響しないこ

とが判明し，アルカリ度が 150，200，300 mg/L と

増加しても AdV2 に対する塩素除去効率に影響し

ないことが報告された 16)．以前の研究では，TOC
濃度の異なる飲料水（1.9，2.2，18 mg/L）を比較

した場合，TOC の増加と不活性化率の低下との関

連は観察されなかった 15)が，今回の研究では，
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TOC の増加による不活性化率の低下は観察され

なかった． 
なお，本研究では，飲料水の温度と pH を制御

しているため，これらの因子が塩素消毒の効率に

及ぼす影響は不明である．一般に，ウイルスの不

活性化速度は，温度の低下や pH の上昇に伴って

低下することが知られている．実際，先行研究に

おいて，5oC の緩衝液中で CVB5 が 4 log10 減少す

るのに必要な CT 値は，pH 7 では 7.4 mg.min/L で

あったが，pH8 では 10 mg.min/L となることが報

告された 4)．また，飲料水中の CBV5 の遊離塩素

による不活性化を 15oC で調べたところ，3 log10の

ウイルス減少に必要な CT 値は，pH が 7 から 8 に

上がるにつれて 1.0 mg.min/L から 1.6 mg.min/L に

増加することがわかった．これらのことから，水

温と pH が飲料水中のウイルスの塩素消毒不活性

化率に，より強く影響する可能性が示唆された．

日本の濁度管理は，遊離塩素消毒の不確実性を低

減する間接的な役割を果たし，水系ウイルスのリ

スク低減に寄与していると考えられる． 
 

C4. PMMoV 検査方法の評価 
(1) 原水試料を用いた核酸抽出・精製キットの評価 

2022 年 10 月に採水された原水試料を陰電荷膜

法で濃縮した結果，MNV 回収率は 3 試料で 5.7–
9.3%だったが，それ以外の 18 試料では 10–51%で

あり，比較的良好な回収率だった．PMMoV は，

浄水場 D および U を除いた 19 の試料から 3.2–5.9 
copies/L の濃度で検出された（検出率は 90%）．

Promega WETNA Kit では MNV 回収率が 10–132%
だった．PMMoV は，上記の浄水場 D および U に

加えて浄水場 M も不検出だった（検出率は 86%）．

PMMoV の検出濃度は，4.0–6.4 copies/L であり，

Promega WETNA Kitの方が陰電荷膜法よりも有意

に高かった（対応のある t 検定，P<0.01）． 
2023年 1月の試料では，陰電荷膜法によるMNV

回収率は 1 試料で 5.6%だったが，残りの 20 試料

では 11–50%であり，10 月の試料と同程度だった．

Promega WETNA Kit の MNV 回収率は 3.2–150%
であり，一部の試料（浄水場 H）では回収率が 10%
未満となる場合も確認された．PMMoV は，浄水

場 C および D を除いて，両法による検出・不検出

の結果が一致していた．PMMoV の検出濃度も 10
月の試料と同程度であり，Promega WETNA Kit の
方が陰電荷膜法よりも有意に高かった（対応のあ

る t 検定，P<0.05）． 
10 月と 1 月の採水試料を合わせて比較した結

果（図３），PMMoV 検出結果の一致率は 93%であ

り，検出濃度は Promega WETNA Kit の方が陰電荷

膜法よりも有意に高かった（対応のある t 検定，

P<0.01）．以上の結果から，Promega WETNA Kit は，

水道原水中の PMMoVの測定にも有用であること

が示された．ただし，試料 40 mL から抽出・精製

する際には，抽出・精製効率の低下に注意する必

要があり，抽出 RNA の原液に加えて 10 倍希釈液

をリアルタイム RT-PCR に供するなど，抽出・精

製や RT-PCR における阻害を評価することが重要

である． 
 

(2) 陰電荷膜法と Promega WETNA Kit を組み合わ

せた測定方法の評価 
浄水場 D，E，L，T から収集したろ過水試料を

用いて，Promega WETNA Kit を用いた直接抽出・

精製法と陰電荷膜法に当該キットを組み合わせ

た方法を評価した（表２）．MNV 回収率は，それ

ぞれの測定方法で，38–116%，66–139%であり，良

好な回収率だった．PMMoV の検出濃度は，浄水

場 E のろ過水試料では，WETNA Kit の方が 1 オ

ーダー高く測定されたが，それ以外の試料では，

50%の範囲内（リアルタイム PCR におけるおよそ

1 サイクルの誤差範囲内に相当）であり，同程度

だった． 
次に，陰電荷膜法に Promega WETNA Kit を組み

合わせた方法を 8 箇所の浄水場で採水されたろ過

水，浄水試料に適用した（表３）．MNV 回収率は，

ろ過水試料で 24–113%，浄水試料で 25–69%だっ

た．PMMoV は，7.0 × 101〜6.0 × 103 copies/L の濃

度で 10 試料から検出された．以上の結果から，陰

電荷膜法と Promega WETNA Kit を組み合わせた

方法を用いることで，PMMoV が 103〜104 copies/L
のオーダーで含まれる試料では，直接抽出・精製

法と同程度の測定値が得られること，および

PMMoV が 102 copies/L のオーダーで含まれる試

料でも測定できることが示された．この方法を用

いることで，管理目標値の候補（104 copies/L のオ

ーダー）よりも 2 オーダー低い濃度域のデータも

得られるため，水道事業体において浄水処理プロ

セスの PMMoV除去効率の把握や PMMoV を用い

たウイルスのリスク管理の実施につながること

が期待される． 
 
C5. PMMoV 測定精度の評価 

PMMoV の検査方法は，1) ウイルス核酸の抽

出・精製と 2) リアルタイム RT-PCR によるウイ
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ルス遺伝子数の定量の大きく分けて 2 つの作業か

ら構成されるが，測定精度を考慮して PMMoV の

管理目標値を設定するために，水道事業体を含む

7 機関間での PMMoV 測定値のばらつきを調査し

た（表４）．それぞれの機関において，「高濃度試

料」，「中濃度試料」，「低濃度試料」は，概ね，105，

104，103 copies/L のオーダーで測定された．機関 D
では業務の都合により試料送付から 3 週間以上経

過してからの測定であったため，PMMoV の分解

と核酸抽出阻害により測定濃度が低くなったと

考えられた．そのため，「中濃度試料」と「低濃度

試料」では，3 併行のうち定量値が得られない試

料もあった．機関 E では，それぞれの濃度で作業

者を変更したため，作業者による差も測定濃度の

差に含まれたと考えられた． 
7 機関における「高濃度試料」の測定値は，7.0 

× 104〜8.0 × 105 （4.8–5.9 log）copies/L の範囲であ

り，最小値と最大値ではおよそ 1 log の差が見ら

れた．機関 D の測定値を除いた場合，「中濃度試

料」は 1.7 × 104〜6.7 × 104 （4.2–4.8 log）copies/L
の範囲であり，最小値と最大値の差は 0.6 log だっ

た．「低濃度試料」では，1.4 × 103〜9.2 × 103 （3.1–
3.9 log）copies/L の範囲であり，最小値と最大値で

は 0.8 log の差が見られた．試料送付から 1 週間程

度以内に核酸抽出・精製が行われた場合には，中

濃度，低濃度試料におけるばらつきの範囲は 1 log
未満だった．したがって，ろ過水における PMMoV
の管理目標値を「104 copies/L のオーダー以下」と

設定することは，採用する検査方法の精度を考慮

しても現実的であると考えられた．ただし，機関

内における作業者による測定濃度の差が見られ

たため，キットを用いた核酸・抽出精製操作にあ

る程度習熟する必要がある．核酸抽出・精製やリ

アルタイム PCR の操作，データの解釈について，

研修等を実施することも検討する必要がある． 
リアルタイム RT-PCR による定量は，遺伝子の

増幅曲線（蛍光強度）が閾値の線（threshold line)
と交わるサイクル数（Ct 値）を測定し，濃度の常

用対数値を X 軸に，Ct 値を Y 軸にプロットした

検量線を用いて行われる．Bustin らによるリアル

タイム PCR による定量に関するガイドライン 17)

では，測定精度の評価において変動係数（CV）は，

Ct 値ではなくコピー数や濃度に対して算出すべ

きとされている．本研究では，Ct 値との間に直線

関係が成立する濃度の常用対数値について変動

係数を求めることとした．それぞれの機関におい

て 3 併行で実施した併行精度（変動係数）は，「高

濃度試料」が 0.1〜6.3%，「中濃度試料」が 1.9〜
8.9%，「低濃度試料」が 1.5〜9.7%だった．また，

3 併行のうち，1 試料でのみ測定濃度が 50%以上

低い（1 Ct 以上大きい）場合も見られたため，市

販のキットを用いた核酸抽出・精製におけるばら

つきもあることがわかった．今後は，リアルタイ

ム PCR を用いた遺伝子数の測定における精度の

評価に関して，合理的な方法を検討する必要があ

る． 
 

E. 結論 
水道原水 A においては，PCR 法単独にて定量さ

れたアデノウイルス，エンテロウイルス，ロタウ

イルスが 103–5 copies/L 程度，また，トウガラシ微

斑ウイルスが 106–7 copies/L程度存在していること

が確認された． 
PCR 法単独によるウイルス定量においてエン

テロウイルス及びロタウイルスが陽性となった

試料について，ICC-PCR 法による定量を実施した

ところ，エンテロウイルス及びロタウイルスが感

染力を有する状態でそれぞれ 10 MPN/L 程度，1–
3 MPN/L程度存在する場合があることが明らかと

なった．エンテロウイルスの定量においては，

PMAxx-Enhancer-PCR法と ICC-PCR法の間の陽性

/陰性の結果が一致したことから，エンテロウイル

スの感染力評価手法の代替として PMAxx-
Enhancer-PCR 法を活用できる可能性が示唆され

た． 
流入下水に存在する大腸菌を用いて Coliminder

の有用性が確認されたため，次年度において水道

原水を対象とした調査に用いることが可能と判

断された． 
浄水の塩素消毒によるウイルスの不活性化率

に水質はあまり影響しない可能性があり，水温や

pH が塩素消毒の効率に影響する可能性が高いこ

とを示す証拠となる． 
水道事業体において実施可能な PMMoV の検査

方法を確立することを目的として，市販の核酸抽

出・精製キット（Promega Wizard Enviro Total 
Nucleic Acid Kit）の有用性を評価した．原水試料

を用いた評価では，陰電荷膜法による濃縮を行う

方法と PMMoV の検出結果は概ね一致しており

（一致率は 93%），当該キットによる PMMoV 濃

度の測定値は有意に高かった（対応のある t 検定，

P<0.01）．また，ろ過水および浄水試料を用いた評

価では，当該キットを用いて，陰電荷膜法により

得られたウイルス濃縮液全量（10 mL）からウイル
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ス RNA を抽出・精製することで，試料に 102 
copies/L のオーダーで含まれる PMMoV を測定で

きることが示された． 
PMMoV 濃度がおよそ 105，104，103 copies/L の

オーダーで含まれるように調製した高濃度，中濃

度，低濃度試料は，研究分担者と研究協力者が所

属する 7 機関で概ね同様の測定濃度だった．同一

濃度の試料では，測定濃度の差は最大でもおよそ

1 log であったことから，ろ過水における PMMoV
の管理目標値として「104 copies/L のオーダー以下」

と設定することは，検査方法の測定精度の点から

も現実に即していると考えられた． 
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表１．PCR 法単独，PMAxx-Enhancer-PCR 法，ICC-PCR 法による水系感染症ウイルスの定量結果 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

PCR単独 PMAxx-Enhancer-PCR ICC-PCR

Log [copies/L] Log [copies/L] Log [MPN/L]

1/13 3.8 ≤2.5 ≤-0.3

2/27 4.1 ≤2.5 ≤-0.3

3/24 4.5 4.0 1.1

採水日

エンテロウイルスのlog濃度

PCR単独 PMAxx-Enhancer-PCR ICC-PCR

Log [copies/L] Log [copies/L] Log [MPN/L]

1/13 4.4 ≤2.5 -0.1
2/27 4.2 ≤2.5 ≤-0.3

3/24 4.7 ≤3.5 0.4

採水日

ロタウイルスのlog濃度
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表２．ろ過水試料の MNV 回収率と PMMoV 濃度比較 
 WETNA (Promega)*  陰電荷膜法＋WETNA (Promega)* 

浄水場 MNV 回収率 
[%] 

PMMoV 濃度 
[copies/L] 

 MNV 回収率 
[%] 

PMMoV 濃度 
[copies/L] 

D 51 7.6 × 103  123 1.4 × 104 

E 38 1.5 × 104  77 1.4 × 103 

L 89 1.7 × 103  139 1.4 × 103 

T 116 5.2 × 103  66 9.1 × 102 
*Promega Wizard Enviro Total Nucleic Acid (WETNA) Kit 

 
 
 

表３．ろ過水，浄水試料の MNV 回収率と PMMoV 濃度 
 ろ過水試料  浄水試料 

浄水場 MNV 回収率 
[%] 

PMMoV 濃度 
[copies/L] 

 MNV 回収率 
[%] 

PMMoV 濃度 
[copies/L] 

A 71 1.9 × 102  45 6.5 × 102 

C 34 不検出  25 7.4 × 101 

F 113 1.3 × 102  69 2.0 × 102 

J 53 7.0 × 102  47 7.0 × 101 

K 41 不検出  30 不検出 

M 38 不検出  31 不検出 

P 24 7.5 × 101  57 6.0 × 103 

Q 65 不検出  47 4.4 × 102 
 
 
 

表４．各機関による PMMoV 濃度測定結果 
 高濃度試料  中濃度試料  低濃度試料 

機関 平均濃度 
[copies/L] 

平均濃度 
[log copies/L] 

 平均濃度 
[copies/L] 

平均濃度 
[log copies/L]  平均濃度 

[copies/L] 
平均濃度 

[log copies/L] 
A 2.3 × 105 5.4  1.7 × 104 4.2  1.4 × 103* 3.1* 

B 3.3 × 105 5.5  3.5 × 104 4.5  3.5 × 103 3.5* 

C 5.9 × 105 5.8  5.9 × 104 4.8  6.9 × 103 3.8 

D 1.3 × 105 5.1  1.5 × 104** 4.2**  1.2 × 103* 3.1* 

E 7.0 × 104 4.8  3.8 × 104 4.5  5.3 × 103 3.7 

F 3.1 × 105 5.5  4.7 × 104 4.7  7.3 × 103 3.9 

G 8.0 × 105 5.9  6.7 × 104 4.8  9.2 × 103 3.9 
*: 定量下限以下を含む参考値として示した． 
**: 3 試料中，1 試料で得られた濃度を示した． 
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図１．水道原水 A におけるウイルス濃度（PCR 法単独による定量，図中の白抜きは定量下限値以下を示

しており，定量下限値をプロット） 
 
 
 
 
 

 
 

図２．GUS-B 活性と培養法 E. coli の相関 
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図３．原水試料中の PMMoV 濃度測定値の比較．2022 年 10 月，2023 年 1 月に採水した試料（それぞれ

N=21）について，検討した二つの方法の測定値を比較する単純プロットを作成した． 
 


